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論　文　の　内　容　の　要　旨
　本論文では，立体構造が類似しているにもかかわらず，酸化還元電位（Em）や熱安定性が異なる二種類
の電子伝達タンパク質シトクロム c，緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa シトクロム c551（PA）と好熱性水素細
菌Hydrogenobacter thermophilusシトクロム c552（HT），及びHTを参考に調製したPAの一連の変異体を用いて，
シトクロム c の構造と機能の相関関係の解明に有用な知見を得た。Em を調節する寄与は，エンタルピー変
化（∆H）とエントロピー変化（∆S）に分けることができる。シトクロム c における Em 調節機構を解明す
る研究では，∆H を変化させる構造化学的因子の解明が進んでいる一方で，∆S に関しては十分には解明され
ていなかった。本研究により，補欠分子族として含まれるへムの側鎖として存在する 17-プロピオン酸基の
電離状態が ∆S 調節に寄与することが初めて明らかにされた。
　へムに側鎖として結合しているプロピオン酸基 2 つのうち，溶媒に露出している 13-プロピオン酸基の電
離平衡の pKa は約 4 であり，タンパク質内部の比較的疎水性の環境に存在している 17-プロピオン酸基の
pKa は約 6 である。本研究では，へムの 17-プロピオン酸基近傍のアミノ酸残基を置換して，17-プロピオン
酸基が関わる分子内水素結合ネットワークや疎水性環境を変えることにより pKa を系統的に調節し，その
ことが Em 調節にどのように反映されるかが解析された。まず，分子内水素結合の有無が 17-プロピオン酸
基の pKa に与える影響としては，水素結合形成のための水素供与体をアミノ酸置換で新たに導入すると pKa
が低下し，既存の水素供与体が取り除かれることにより pKa が上昇することが明らかとなった。また，X
線結晶構造解析により，アミノ酸置換で導入した新たな水素供与体が実際にへム 17-プロピオン酸基と分子
内水素結合を形成していることが実証されると共に，17-プロピオン酸基近傍のアミノ酸置換はタンパク質
全体の立体構造にはほとんど影響を与えないことも明らかになった。一方，17-プロピオン酸基の pKa と疎
水性環境との関係に関しては，疎水性の増大に伴い pKa は大きくなることが明らかとなった。このように
して，本研究では，17-プロピオン酸基の pKa が系統的に異なる一連の変異体が調製され，17-プロピオン酸
基の pKa と Em との関係が詳細に解析された。
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　調製された一連の変異体について，Em を計測すると共に，その温度依存性や pH 依存性が解析され，Em
の温度依存性から熱力学量（∆H と ∆S）を，Em の pH 依存性から酸化型および還元型シトクロム c の 17-プ
ロピオン酸基の pKa をそれぞれ求めた。変異体の一つ E43Y の pH 6.0 における ∆S は −92 ± 3 JK−1mol−1 であ
り，PA の −69 ± 3 JK−1mol−1 とは著しく異なる値を示した。酸化型および還元型の E43Y と PA における 17-
プロピオン酸基の pKa（酸化型 / 還元型）は，それぞれ，5.0 ± 0.2/6.0 ± 0.2，6.0 ± 0.2/7.0 ± 0.2 であることが
示された。したがって，pH 6.0 では，これらのタンパク質の 17-プロピオン酸基の電離状態が，タンパク質
の酸化 / 還元に伴って変化することになる。この電子の授受に伴う 17-プロピオン酸基の電離状態の変化は，
∆S を調節する構造化学的因子の一つであると考えられ，17-プロピオン酸基の pKa が ∆S の寄与を通して Em
を調節するという作業仮説が成立すると考えられた。この作業仮説は，本研究で調製された 17-プロピオン
酸基の pKa が系統的に異なる一連の変異体の研究から実証された。このように，本研究では，シトクロム c
の Em 決定に寄与する ∆S を調節する構造化学的因子の一つを初めて明らかにすると共に，シトクロム c の
Em を ∆S の変化を通して，タンパク質工学により調節するための方法論を明らかにすることに成功した。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　 本 論 文 で は， 緑 膿 菌 Pseudomonas aeruginosa シ ト ク ロ ム c551 と 好 熱 性 水 素 細 菌 Hydrogenobacter 
thermophilus シトクロム c552 の詳細な比較研究を通して，ヘム 17-プロピオン酸基の pKa がシトクロム c の酸
化還元電位の決定に寄与する ∆S を調節する構造化学的因子の一つであることを明らかにした。また，ヘム
17-プロピオン酸基の分子内水素結合ネットワークや疎水性環境を近傍のアミノ酸残基を置換することによ
り，17-プロピオン酸基の pKa を系統的に変える方法を開発すると共に，X 線結晶構造解析により，17-プロ
ピオン酸基近傍のアミノ酸置換はタンパク質全体の立体構造にはほとんど影響を与えないことを実証した。
以上の知見は，生体分子の機能と構造との相関関係を解明する研究に役立つだけでなく，シトクロム c を工
学的に利用する上でも有用であると考えられる。これらの研究成果の学術的価値はきわめて大きく，生物無
機化学分野の発展に貢献する価値の高い論文である。'
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
